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Introduction 


Les acides amines sont les constituants fondamentaux des proteines. 
Plus de 300 acides amines ont ete inventories. 

Synthetises par les animaux, les micro-organismes et les vegetaux. 
Source: 

- Exogene : apport alimentaire 

- Endogene : catabolisme des Proteines 
On distingue deux categories : 

- 1. Les Aa naturels « standards »: 20 differents Aa proteinogenes 
sont trouves soit dans des petits peptides (<20 Acides amines) soit 
formant des proteines. 

- 2. Les autres Aa. Dont certains sont trouves a I'etat libre (ornithine 
et la citrulline).. 


Definition 

• Les acides aminees ou aminoacides sont des molecules 
chimiques, qui possedent deux fonctions: 

- Une fonction acide carboxylique COOH; 

- Une fonction amine primaire NH2; 

COOH 

I 

R -CH- NH2 

• Ces deux fonctions sont portes par un meme atome de carbone 
(note a) 

• Les Aa different par la nature de la chatne laterale R. 

• Remarque : Nomenclature des carbones d'une chaine 

- C-C-C-C-C-COOH 

- s 6 y P a 
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Structure d'un acide amine 


• Les Aa ont un motif structural commun 


R : Radical ou chains laterals 
Partie variable des AA. 



COOH 



Groupe amine 


Groups carboxyls 


AAa NH 2 et COOH portes 
par le meme C, 






Differents acides amines 

LesAa naturels: 20 A a qui sontincorporesdanslesproteines 
lorsde la traduction (Aa standards) +lAa. 


Alanine 

Glycine 

Proline 

Arginine 

Histidine 

Serine 

Asparagine 

Isoleucine 

Threonine 

Acide aspartique 

Leucine 

T ryptophane 

C ystei ne 

Lysine 

Tyrosine 

Acide glutamique 

M ethioni ne 

Valine 

Glutamine 

Phenylalanine 

Selenocysteine 


Autres: 

- Aa modifies: hydroxyproline, hydroxylysine, phosphoserine. 

- Aa impliques dans des voies metaboliques : methyl-histidine, 
homocysteine, acide gamma hydroxybutyrique ... 











Role des 


amines 


Le role des acides amines est multiple: 

- Structura e : monomeres des proteines. 

- Energetique: substrats energetiques. 

- Metabolique: precurseurs de molecules d'interet 
biologique ou intermediaires metaboliques. 


Classification des acides amines naturels 

• Neutre: un groupe amino, un groupecarboxyle et une chaine laterale: 
•Aliphatique 

• Hydroxylee 

• Souffree 

•A noyau aromatique 
•Cyclique 

•Acide: un groupe amine, un groupe carboxyle et une chaine laterale 
carboxyl ee 

*Basique: un groupe amine, un groupe carboxyle et chaine laterale 
basique 


Les acides amines standards 


COO 

COO 

COO" 

+ 1 

H, N-C-H 

+ 1 

+ 1 .. 

H, N-C-H 

1 

o 

1 

CO 

3 i 

1 

H 

1 

CH 

ch 3 

/ \ 

h 3 c ch 3 

Glycine 

Alanine 

Valine 


A liphatque 


COO" 

+ i 

H, N-C-H 
I 

CH, 

I 

CH 
/ \ 

h 3 c ch 3 

Leucine 


COO" 

H, + N-C-H 

I 

CH 

/ \ 

h 3 c ch 2 

I 

CH 3 

Isoleucine 
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Les acides amines standards 


A cides amines sou fres 



COO" 

+ 1 

H, N-C-H 

1 

ch 2 

1 

CH, 

1 

COO" 

+ 1 

H, N-C-H 
i 

ch 2 

SH 

S 

1 

ch 3 

Cysteine 

Methionine 
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Les 


amines standards 


coo" 

COO" 

♦ 1 

H, N-C-H 

+ 1 

1 

H, N-C-H 

' 1 

HC-OH 

1 

CHOH 

ch 3 

Serine 

Threonine 


A tides amines hydroxyles 
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Les acides amines standards 



Acides amines a noyaux aromatique 
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Les acides amines standards 


h 2 h 

HOOC-C-C-COO 

1 + 

nh 3 

h 2 h 

h 2 n— C—C—C— COO" 

M 1 + 

0 nh 3 

Acide aspartique 

Asparagine 

h 2 h 2 h 

HOOC-C—C-C-COO' 

1 + 
nh 3 

H, H 2 H 

■ H 2 N— C-C-C-C-COO" 

11 1 + 

o nh 3 

Acide glutamique 

Glutamine 


Diacides et leurs amides 
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Les 


A cides amines basiques 


amines standards 


h 2 

h 2 

H 

HN — C- 

-C- 

C— COO 


* I 

H, N = CH 

I 

nh 2 

Arginine 


NH 


H 2 C 

h 3 n 


h 2 h 2 h 2 h 

— C — C — C—c — coo' 


NH 


Lvsitie 


HN 


r’s 


H* H 

c—c— COO 


N 


NH 


Histidine 
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Remarques 


1- Proline: Acide imine a chaine laterale 
cyclique) 



Proline 


2- Selenocysteine: Acide amine avec du 
selenium a la place du souffre; entre dans la 
constitution de certaines enzymes (glutathion 
peroxydase). 


COO“ 

* I 

H, N— C—H 

I 

ch 2 



Classification des acides amines selon la 
polarite de la chaine laterale R a pH neutre 

• 1) Polaires 

• o Non ionisables : Non chargees a pH neutre 

• Serine, threonine, asparagine, glutamine, cysteine et tyrosine. 

• o Ionisables: 

• Chargees negativement a pH neutre 

• Acide aspartique, acide glutamique, 

• Chargees positivement a pH neutre 

• Lysine, arginine et histidine 

• 2) Non polaire: Non chargees a pH neutre (apolaire ou hydrophobe) 

• Glycolle, alanine, valine, leucine, isoleucine, methionine, 
phenylalanine, tryptophane et proline 
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Nomenclature des acides amines 

Codage des Aa. 


Nom 

Code a 

3 lettres 

Code a 

1 lettre 

Nom 

Code a 

3 lettres 

Code a 

1 lettre 

Alanine 

Ala 

A 

Leucine 

Leu 

L 

Arginine 

Arg 

R 

Lysine 

Lys 

K 

Asparagine 

Asn 

N 

M ethioni ne 

M et 

M 

Acideaspartique 

Asp 

D 

Phenylalanine 

Phe 

F 

Acideglutamique 

Glu 

E 

Proline 

Pro 

P 

C ystei ne 

Cys 

C 

Serine 

Ser 

S 

Glutamine 

Gin 

Q 

Threonine 

Thr 

T 

Glycine 

Gly 

G 

T ryptophane 

Trp 

W 

Histidine 

His 

H 

Tyrosine 

Tyr 

Y 

Isoleucine 

lie 

1 

Valine 

Val 

V 


Selenocysteine 

Sec 




















Les acides amines essentiels 


Acide amine essentiels: la valine, la leucine, 
I'isoleucine, la phenylalanine, le tryptophane, la 
lysine, la methionine et la threonine 

Lysine et Threonine: Absolument essentiels. 

Acides amines parfois essentiels, dans certaines 
conditions (grossesse, croissance) I'histidine et 
I'arginine deviennent essentielles. 

(Arg +++ = chez le Nourrisson) 

Semi essentiels : tyrosine et la cysteine 
(phenylalanines et la methionine) 


M ethionine 

Met 

M 

Leucine 

Leu 

L 

Valine 

Val 

V 

Lysine 

Lys 

K 

Isoleucine 

lie 

1 

Phenylalanine 

Phe 

F 

T ryptophane 

Trp 

W 

Histidine 

His 

H 

Threonine 

Thr 

T 

Arginine 

Arg 

R 


Pourretenir: « Mets-le dans la valise, il faittrop d'histoires » 
Met-Leu-Val-Lys-lle-Phe-Trp-His-Thr (plusI'Arg) 
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Aa modifies apres la traduction des proteines 


H OH 

N<CII^ 

ch 2 

1 

Clljj 

*1 


CH, 

M 

* 'ii> 

N-CH 

J 2 \ 

a l ' 


,coo- 

4-1 ]yd t o.xy o I i no 


O — POf" 

] 

CH* 

—NH—CH —CO¬ 
OP hosphiiwri n p 


NH—CH—CO- 

f -JY,JV, ,V-T ij ii'i tlhy | J y g | uc 


"OOC 


cocr 


CH 




— NH—CH—CO— 
^CarhowK In t a m ■ u» 



CH.i 

I 

— Nil—CH-CO- 

S-Mpthylhiplidine 

O 

II 

NH — C— GH, 

I 

f UH a 
XH, 

I . 

—NH—CH—CO— 
f*,V-Aw tyllysine 


N1J-i 

CH* 


CH — ON 


CHj 


CH, 


NH—|CH—C 0 - 

C-]|}4m;l.vpint 




^NH— CH* 


C 

I 

NH 

I 

CH, 

I 

CH, 

i 

CH, 

J 

— NH—CH—CO— 

nhiV-MflhyltirRinint* 

& — CH, 

1 

CH, 


0 

II 


CH, — OH 


C l I s —C — Nil—CH—CO— 


CH. 

. I 

iPH.^.N—CH—CO— 


O CH, 

II I 

1 C—NH—III—CO— 


jV-AcetvIserJne 


N.N, N -TrI tncl livt a I a u i tu- 


jY-F orm v Im elh i «nl ut 
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Aa entrant dans des metabolismes 


o 


H.N — C — NH 2 


CH., 


CILj 


CH. 


NHt 


CH, 


CIL, 


CH f 


ii 3 n—CH—COO“ h 3 n —CH—COO' 


Ciirulliite 


Ornithine 


Ces A a nesont pas utilises pour produiredes proteines, mais 
entrent dans des metabolismes 
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Ill) Proprietes physico chimiques des acides 

amines 


* 1) Proprietes physiques 

- A-Solubilite 

- B- Stereochimie des acides a amines (Notation D, L) 

- C- Pouvoir rotatoire des Aa 

- D- Proprietes ioniques 

- E- Proprietes spectrales 


22 


A- Solubilite 

Les Aa sont solubles dans I'eau. 

Les plus solubles sont les plus petit (glycocolle) ou ceux qui portent 
des radicaux mouillables comme NH2, COOH ou OH (serine), 

Les acides amines a long chaine carbonee sont peu solubles dans 
I'eau. 

Faiblement solubles dans I'alcool. 

La solubilite dans les solvants apolaires depend de la chaine laterale. 

En presence de deux phases liquides (ethanol/eau), les aminoacides 
se repartissent dans les deux phases avec des coefficients de partage 
specifique : cette propriete est utilisee pour les classer. 23 


B- Stereochimie des acides a amines 


Les acides amines comprennent tous, 1 ou 2 
carbones asymetriques: ce sont des molecules 
chirales, a I'exception de la glycine. 

L'atome de carbone asymetriques appele centre de 
la chiralite est lie a quatre substituant differents 
done substitue asymetriquement. 

II existe 2 stereo-isomeres de configuration 
diffe rentes 

- D-acide amine et L-acide amine 

lls sont appelees "enantiomeres" (non 
superposables; images I'un de I'autre dans un miroir) 




Notation D, L 


• Les configurations absolues de toutes les molecules derivees 
du carbone sont rapportees au D-glyceraldehyde [isomere (+)] 
et L-glyceraldehyde [isomere (-)]. 


HO 


CHO 

-[] 


ch 2 oh 


L-gl y ceraldeh y de 



CHO 

-OH 


CH.OH 
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Notation D, L 


COOH COOH 

H-C-NH, H 2 N-C-H 

I I 

R R 

D-Acide amine L-Acide amine 


En regie generale les acides amines presents dans les proteines 
naturelles appartiennent a la serie L. 


Mais on peut trouver des acides amines de configuration D dans 
certains produits naturels (antibiotiques peptidiques...) 


Notation D, L 


• Cas d'acides amines ayant un deuxieme centre chiral. 

• 2n structures isomeriques (n = nombre de centres chiraux) 

• Cela correspondent a 2 paires d'enantiomeres 

• Des isomeres qui different par un seul des centres asymetriques 
sont des diasteroisomeres 
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Notation D, L 


• Le carbone 3 ((3) de la threonine et de I'isoleucine est aussi un 
centre chiral 

• Leur enantiomere (L) existe sous deux formes epimeres. 

• On affecte le prefixe "alio" a I'epimere que Ton ne trouve pas 
dans les proteines : 


COOH 


coon 


j coon 


coon 


h 2 n— 
h,c — 


H ? N — 


H 2 N — 
HO— 


—Cl! 


3 —OH 


CH 


ru 



CH 



CH 


L-lhreonine L-alio-threonine 


L- i soleuc i ne L-al lo- i sole uc i ne 
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C- Pouvoir rotatoire des Aa 


• Les enantiomeres possedent une activite optique: 

- C'est la propriete de devier la lumiere polarisee; 

• Places dans le faisceau dune lumiere polarisee plane, ils provoquent 
la rotation du plan de polarisation. 

- Si la rotation s'effectue dans le sens des aiguilles d'une montre, on 
dit que la molecule est dextrogyre (+) 

- Si la rotation s'effectue dans le sens inverse des aiguilles d'une 
montre, on dit que la molecule est levogyre (-) 
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D- Proprietes ioniques (ou Proprietes acido 
basique des acides amines) 

Les aminoacides possedent deux groupements ionisables a PH 
convenable, 

• 1 fonction acide -COOH et 

• 1 fonction basique -NH2. 

Ils prennent la forme dipolaire ou ion mixte, ce sont des 

molecules amphoteres. 

Ils peuvent agir comme des acides et comme des bases. 

R-CH-COO- 

I + 

NH* 


Ionisation, effet du pH 


La forme dipolaire peut, 

- En milieu acide, accepter un proton (H+) sur le groupement 
(COO-); 

- En milieu alcalin perdre un proton (H+) du groupement 
(NH3+). 

En allant du PH tres acide a PH tres alcalin, devolution des 
charges peut etre schematiser comme suit: 


H 3 N - CH - COOH 

R 


+ H 3 N - CH - COO' H 2 N - CH - COO' 

+H* | +H» j 

R R 


(cation) 
vers la zone 
de pH ires acide 


Ion dipolaire (anion) 

(Zwitterion) vers la zone 

dc pH tres alcalin 31 




Point isoelectrique (pHi) 


Tous les acides amines possedent un point isoelectrique ou PI, 

PI = pH pour lequel I'Aa en solution tamponnee a une charge nette 
nulle (somme des charges intramoleculaires est nulle). 

L'Aa apparait a ce PH comme etant neutre (alors qu'il a au moins 
deux charges intra moleculaires realisant un zwitterion). 



H H 

Zwitterion 


Le zwitterion possede autant de charges positives que de charges negatives, par 

• Le groupement carboxylique charge negativement 

• Le groupement amine, charge positivement 

• Les groupements ionisablesde leurs chaines laterales. 
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Point isoelectrique (pHi) 


• Pl= PKa (groupement carboxyl) + PKb (groupement amine) 

2 

pK R variable 

f -a- N pKa = 2 

-ch 2 -ch-cooh 

P a I 

nh 3 + 

pKb = 9,5 


• pK = pH de demie-dissociation = 50% du groupement est dissocie. 

Ainsi une courbe de titration, peut etre tracee et interpretee en fonction 
de la variation du PH pour les acides amines 33 





Courbe de titration d'un acide amine 
monoamine et monocarboxylique: (I'alanine) 




Equivalents OH 
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Courbe de titration 


L'Acide glutamique 


La lysine 



Glutamic acid 


= 2.2 


12 

11 

10 

9 

S 

7 

pH 6 
5 
4 
3 
2 
1 


1.0 2.0 
Equivalents OH - 




2.0 

35 

Equivalents OH 


12 

11 

10 

9 

8 

7 

pH S 


Lysine 












Constantes caracteristques des differents Aa 


Code 

Abrev. 

Acide amine 

pK a (a-COOH) 

P K b (a-NH 3 ) 

pK c 

(chame laterale) 

Pi 

Masse 

molaire 

(% proteines 
humaines) 

A 

Ala 

Alanine 

2,35 

9,87 

- 

6,01 

89 

7,8 

C 

Cys 

Cysteine 

1,92 

10,70 

8,18 

5,05 

121 

1,9 

D 

Asp 

Acide aspartique 

1,99 

9,90 

3,90 

2,85 ^ 

133 

5,3 

E 

Glu 

Acide glutamique 

2,10 

9,47 

4,07 

3,15 

147 

6,3 

F 

Phe 

Phenylalanine 

2,20 

9,31 

- 

5,49 

165 

3,9 

G 

Gly 

Glycine 

2,35 

9,78 

- 

6,06 

75 

7,2 

H 

His 

Histidine 

1,80 

9,33 

6,04 

7,60 4- 

— 155 

2,3 

1 

lie 

Isoleucine 

2,32 

9,76 

- 

6,05 

131 

5,3 

K 

Lys 

Lysine 

2,16 

9,06 

10,54 

9,60 

146 

5,9 

L 

Leu 

Leucine 

2,33 

9,74 

- 

6,01 

131 

9,1 

M 

Met 

Methionine 

2,13 

9,28 

- 

5,74 

149 

2,3 

N 

Asn 

Asparagine 

2,14 

8,72 

- 

5,41 

132 

4,3 

P 

Pro 

Proline 

1,95 

10,64 

- 

6,30 

115 

5,2 

Q 

Gin 

Glutamine 

2,17 

9,13 

- 

5,65 

146 

4,2 

R 

Arg 

Arginine 

1,82 

8,99 

12,48 



5,1 

S 

Ser 

Serine 

2,19 

9,21 

- 

5,68 

105 

6,8 

T 

Thr 

Threonine 

2,09 

9,10 

- 

5,60 

119 

5,9 

U 

Sec 

Selenocysteine 



5,73 


168 

- 

V 

Val 

Valine 

2,39 

9,74 

- 

6,00 

117 

6,6 

w 

Trp 

Tryptophane 

2,46 

9,41 

- 

5,89 

204 

1,4 

Y 

Tyr 

Tyrosine 

2,20 

9,21 

10,46 

5,64 

181 

3,2 


































Recapitulate 


• Le point isoelectrique (pHi) est le pH ou un Aa se trouve dans 
sa forme neutre. 

• A ce pH, I'Aa existe presque exclusivement sous la forme 
dipolaire. 

• A un pH superieur au point isoelectrique, les acides amines 
forment des anions; au dessous de ce pH critique, ils fixent 
des protons et existent a I'etat de cations. 

• Le pHi pour les acides amines neutres va de pH 4,8 a 6,3. 

• Pour les acides amines basiques, le pHi s'etende de 7,8 a 10,8 

• Pour les acides amines acides, le pHi va de 2,7 a 3,2. 
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E- Proprietes spectrales 
Coloration et absorption de la lumiere 

Les solutions d'Aa sont incolores, mais sont visibles en UV: X < 230 nm 
Les Aa aromatiques absorbent vers 280 nm 


Utile pour reperer la presence de proteine 


Absorbance 


Source k 

Io 


Detection 

w V Cl 1 V/V 

Lumineuse 



* UV 


Cuve de 


mesure 



240 nm 260 nm 280 nm Longueur d'onrle 
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Ill) Proprietes physico chimiques des acides amines 

• 2) Proprietes chimiques : 

- A- Proprietes de la fonction carboxylique 

• Esterification par un alcool 

• Formation d'amide (liaison peptidique) 

• Reaction de decarboxylation 

- B- Proprietes generates liees au groupe NH2 

• Formation d'imine « base de Schiff » : reaction avec un aldehyde 

• N-Acylation 

• Action du 1-fluoro 2,4- dinitrobenzene 

• Action du phenylisothiocyanate 

• Dansylation 

• Desamination, transamination 

• Reaction avec la ninhydrine : desamination oxydative 

- C- Proprietes des chaines laterales. 39 



A- Proprieties de la fonction carboxylique 


* Esterification par un alcool: en presence d'un acide fort 

- Reaction utilisee pour separer les aminoacides en phase 
gazeuse (et meme en phase liquide) en produisant des derives 
esters butyliques. 


H 

r-CH-COOH + R'OH - > R-CH—COOR' + H 2 0 


I 

NH 


2 


NH 


2 
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A- Proprieties de la fonction carboxylique 


* Formation d'amide (liaison peptidique): synthese peptidique 
(lier le carboxyle d'un aminoacide avec I'amine du suivant). 


R-CH—COOH + H 2 NR- 


0 

R-CH— C-NHR’ + H 2 0 




2 
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A- Proprieties de la fonction carboxylique 


* Reaction de decarboxylation : synthese d'amine (ex :histamine) 

• Par voie chimique ou enzymatique 

R-CH-COOH -» RCH 2 NH 2 + Cty 



Exemple: 

- Serine: donne ethanolamine (precurseur de la choline) 

- Histidine donne I'histamine (vasodilatateur intervenant dans les 
reactions d'allergie ou d'inflammation) 

- Acide glutamique : donne 4-aminobutanoique ou "GABA" 
(neurotransmetteur). 
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B- Proprieties liees au groupe NH2 


* Formation d'imine « base de Schiff » : reaction avec 
aldehyde: Addition de carbonyle 

• Sauf la proline qui contient une fonction amine secondaire. 
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B- Proprieties liees au groupe NH2 


* N-Acylation 

• Avec des composes tels que les anhydrides d'acides ou des 
chlorures d'acide, les acides amines forment des derives N- 
acyles 


Hi- CO - X 


+ -> 0-CO-HN-CH-H + 


XH 


COOH 


COOH 

Utoivd N dcylb 
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B- Proprieties liees au groupe NH2 


Action du 1-fluoro 2,4- dinitrobenzene 

Le FDNB reagit facilement avec les fonctions amines pour former un 
derive N-2,4- dinitrophenyle. 

Ce compose jaune est facile a identifier par chromatographie et 
doser par spectrophotometrie a 360 nm. 

Cette reaction a permis a Frederik SANGER (1953) d'etablir la 
premiere structure primaire d'une proteine : I'insuline. 

Reaction de Sanger 



fluoro-2,4-din iirobenzene 
FDNB (reactif de Sanger) 


2,4-dinitrophenyl aminoacide 
DNP aminoacide 
Couleur jaune 
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B- Proprieties liees au groupe NH2 


• Action du phenylisothiocyanate ou Carbamylation 

• La carbamylation avec le phenylisothiocyanate (PTC), a un pH 
basique de 9, donne un derive phenylthiohydantoine- 
aminoacide (PTH-aminoacide) qui absorbe dans I'UV et 
facilement separable par chromatographie. 



pheny lisoth icyanate 
PTC (reactit'tflilmim) 


Phenyl LhiohydaiUnine-aminoLidde 
PTH-aminoacide 

Absorbe dans I'L V 
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B- Proprieties liees au groupe NH2 


Carbamylation 

La reaction avec I'Aa terminal d'une proteine (n Aa) libere un PTH- 
aminoacide et une proteine amputee de son Aa N-terminal ( (n-1 
Aa) aminoacides: 

En repetant le processus, on peut determiner la structure primaire 
de la proteine (degradation recurrente d'Edman). 



R-,— ch' 
z \ 

c=o 

PTC-peptide ^ 



NH 


2 


c=o 

/ 


peptide (n-1) 


Phenylthiohydantoine-aminoadde 
PTH-aminoaeide 
Absorbe dans IUV 





B- Proprieties liees au groupe NH2 


* Dansylation 

• L'action du chlorure de dansyle (1-dimethyl-amino-naphtalene- 
5-sulfonyle) donne un DNS aminoacide stable et fluorescent 



Chlorure de dansyle 
(DNS Cl) 


dansyl-aminoacide 
DNS aminoacide 
Fluorescent 
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B- Proprieties liees au groupe NH2 


Desam nat on 

Reaction au cours de laquelle, I'acide amine perd son 
groupement sous forme de NH3. 


R-CH-COOH 

NH, 


> R-C-COOH 


> R-C-COOH h 


NH 


0 




a nunc 


acide a-inline 


acide a-celomque 


NH 




B- Proprieties liees au groupe NH2 


La reaction avec la ninhydrine (++ connue et utilisee) donne un produit 

- violet pour les amines primaires 

- jaune pour les amines secondaires. 


o 



OFT 

OH 


R^CH- COO H 


NHn 


(i-amino acid 
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C- Proprietes de la chaine laterale 

Ces proprietes sont celles des fonctions portees par la chaine 
laterale. 

* Groupement thiols 

- Oxydation des SH : formation de ponts disulfures . 

- La cysteine peut etre oxydee en cystine. 

* Fonctions alcool de la serine et la threonine, la fonction phenol 
de la tyrosine aussi 

- Phosphorylation par I'acide phosphorique: formation d'un 
ester phosphate 

- O-Glycosylation 

* Fonctions amide 

- N-Glycosylation 
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Reactions de la chaine laterale 


Formation de pont disulfure 


HOOC 

1 

HC-CH 

1 

h 2 n 


2 cysteines 

COOH 
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CH 
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Phosphorylation de la tyrosine 
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Methodes d'etude des Acides amines 


• Methodes basees sur la solubilite 

- Chromotagraphie sur Papier 

- Chromotagraphie sur Couche Mince 

- Chromatographie en phase gazeuse 

• Methodes basees sur la charge 

- Electrophorese 

- Chromatographie echangeuse d'ion 

• HPLC 
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Chromatographie sur papier 



OuarKS r eluant monte, 
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f devient la phase 



Melange cf eluanl {solvent 
aqueux at orgmlquo} 


P*plti wutwa liydfophoto* solute hydrolphyle 

Chromatographie sur papier 


umdtmensionnelle en phase normale 

Partage entre «phase hydrophile» et « phase hydrophobe ». 
Migration par capillarite: Les Aa hydrophobes migrent le plus 
Coloration par la ninhydrine 


(.'identification des differents Aa du melange se fait par comparaison avec 
des temoins, en calculant le Rf (rapport au front) de chaque solute, ou le Rt 
(rapport a un temoin). 



































Chromatographie sur couche mince (CCM) 
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Le uppori 
frontal Rf 


Phase stationnaire: eau dans la couche 

Phase mobile: solvant 

Pour caracteriser les composes = rapport: 

- distance parcourue par le solute / distance 
parcourue par le solvant. 

Si solute soluble dans la phase stationnaire = R F faible 
Si solute soluble dans la phase mobile = R f vers 1. 


























































Chromatographie sur Paper 
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Electrophorese 


A un pH donne, les Aa chargees electriquement 
peuvent exister en solution comme cations (+) 
ou anions (-). 

Un depot de I'Aa est place au milieu du papier 
absorbant (humecte par une solution tampon). 

Le papier est connecte a deux electrodes (- et +). 

Lorsque le courant electrique est etabli, 

Les cations se deplacent vers la cathode (-) 

et les anions se deplacent vers I'anode (+). 

La vitesse de chaque espece migrante depend 
du pH de la solution tampon et du point 
isoelectrique de I'acide amine. 

Coloration (ninhydrine) 


pH=6 


Giu i His Lys 



1 Ser 

n 

n 

i 


courant continu 




Anode ( + ) 














































Electrofocalisation (IEF - IsoElectric Focussing) 


• La migration est effectuee dans un gradient de pH; chaque Aa migre 
jusqu'a I'endroit ou le pH est egal a son pHi. 

• Le gradient de pH est genere par des ampholytes, molecules 
amphoteres de synthese introduites dans le gel au moment de sa 
fabrication. 

• Ces molecules migrent rapidement dans le gel jusqu'a atteindre une 
zone ou leur charge devient nulle. 




Elies ont alors une 

Anode 

distribution statistique 
telle qu'elles generent un 
gradient de pH 
sensiblement lineaire le 
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Isoelectrophorese 

Exemple de comportement en electrophorese des acides amines 


^Alanine Q Lysine (_) AcideAspartique 
pHi=6,0 pHi=9,59 pHi=2,77 
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Chromatographie liquide sur colonne 


Separation des melanges par suite d'equilibres entre 
une phase mobile et une phase stationnaire 
generalement solide. 

Principe 

La phase stationnaire, placee dans une colonne, est 
parcourue par la phase mobile. Les deux phases sont en 
contact intime. 

L'equilibre d'un melange (qui se partage entre les deux 
phases en un endroit donne) est constamment deplace 
par I'apport de liquide. 

Pour chaque constituant, le partage est different, s'il 
est plus soluble, il s'enrichira dans la phase mobile et 
s'il est moins soluble, il s'enrichira dans la phase 
stationnaire. 

Done separation plus ou moins complete des 
constituants, qui, en sortiront de la colonne 
separement. 





de I’eluat dans des tubes) 
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Principe de la chromatographie sur colonne 



Colonne T P S d'injection 



t = 0 

t = 5min 
t = lOmin 

t = 20min 
t = 30min 



t = 50min 



Original sample placed 
here 


Profil CHROMATOGRAFHIQUE 


























































Chromatographie en phase gazeuse 



• Separation des melanges gazeux par suite d'equilibres entre une phase 
gazeuse mobile et une phase stationnaire. 

•Un melange dAa a analyser est injecte et est vaporise dans I'injecteur. 

• Le gaz vecteur I'entraine dans la colonne de separation thermostatee. 

• Les composes se repartissent differemment dans les 2 phases, se deplacent 
des vitesses differentes puis sortent a des temps differents. 

•A leur sortie, ils sont detectes et des pics apparaissent sur I'enregistreur. 







La chromatographie d echange d'ions 


LES MOLECULES QUIPOSSEDENT 
UNE CHARGE NETTE NEGATIVE 
SONT RETENUES PAR LA RESINE 


RES1NE 
ECHANGEUSE 
O'ANJONS 


9 
# 

b 



ELUANTS 



L'ELUTION SE FAIT EN MODIFIANT LE pH 
ETIOU LA FORCE IONIOUE DE L'ELUANT 





9 Sur colonne echangeuse d'anion 

• Solution d'Aa (a separer) a ce PH alcalin 
(Aa = s/f anion). 

• Solution versee en haut d'une colonne 
rempli d'une resine charge positivement. 

• + I'Aa est charge negativement, + il est 
retenu par cette resine, et + il migre 
lentement. 

• Elution en diminuant le pH. 

• Eluant = Solution de pH croissant. 

• Les AA se « decrochent» lorsque le pH 
atteint leur pHi. 

• Analyse de I'eluat contenant les AA 
separes selon leur pHi « Les plus 
basiques» sortent en premier 


















La chromatographie d'echange d'ions 

Separation cTun melange Lys, Ala, Asp sur colonne d’echange 

de cations 


Alanine (") Lysine (^) Acide Aspartique 
pHi=6,0 pHi=9,59 pHi=2,77 
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HPLC: High Performance liquid chromatography 


chromatographie liquide « haute performance » C.L.H.P. 

Principe 

Le melange d'Aa a analyser est pousse par un liquide (phase mobile) dans une 
colonne remplie de "grains" de tres petite taille (phase stationnaire). 

La phase mobile est poussee par une pression elevee (grace a des pompes a haute 
pression). 

Diminution du temps necessaire de separation des composants du melange. 
Meilleure separation des composants. 

Les pics obtenus sont plus etroits, bien separes (meilleurs resolution) 
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LES PEPTIDES 
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Plan 


* Definition de la liaison peptidique 

* Caracteristiques de la liaison peptidique 

* Nomenclature des peptides 

* Mode de representation d'une sequence peptidique 

* Proprietes physiques des peptides 

* Proprietes chimiques 

* Proprietes biologiques 

* Quelques exemples de peptides 



Definition de la liaison peptidique, generalites: 

La reaction du groupe carboxylique d'un acide amine avec le 
groupement amine d'un acide amine suivant, permet de former un 
amide secondaire avec elimination d'une molecule d'eau. 

Cette liaison, s'appelle liaison peptidique, permettant la formation 
d'un dipeptide, etc... 

Un peptide: molecule comprenant au moins deux residus d'Aa 



Liaison 


Fonction amine 
-NH; ou 
N-terminate 


R = Radical 

C* = carbone asymetrique 


peptidique Fonction acide 


Fonction acide 
carboxylique 
-COOH ou 
C-terminale 


2 acides amines 


Un dipeptide 






Caracteristiques de la liaison peptidique 

o La liaison peptidique est une liaison qui a les caracteristiques d'une 
double liaison partielle, ce qui a trois consequences (stable, rigide et 
plane). 

- La distance entre les atomes de C et de N sont plus petite que dans 
une liaison simple, mais plus grande que dans une vrai double 
liaison. 

- La libre rotation autour de la liaison C-N est impossible 
(importance pour la conformation des proteines). 

- Les atomes qui participent a cette liaison (les 6 atomes Ca, C, O, N, 
H et Ca) se trouvent dans un meme plan avec une disposition 
trans. 
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Caracteristiques de la liaison peptidique 


Liaison peptidique 
dans un plan 


aa n 

l- 


aa 11 +1 

i- 


aa n+^i 

i- 



plans pe ptuHqiies 
successes 


LP = liaison peptidique 


Cliaque plan compiend six atonies. Les plans sont aiticules entne eux autour des 
carbones alplia par libie lotation: angle plii (<£, Ca-N) et psi (¥. Ca-C) du nienie aa. 


6 a tomes (C*, C, 0, 
N, H et C •) se 
trouventdans un 
meme plan. 

Rotation possible 

des olans autourdu 









Mode de representation d'une sequence peptidique: 


* La chaine qui comprend les liaisons amide est appelee la chaine 
principale, alors que les substituants, R, constituent les chaines 
laterales. 


* Les peptides ont toujours une extremite amine libre ou extremite N- 
terminale, et une extremite carboxyle libre ou extremite C- 
terminale. 





































Nomenclature-Peptides 


La liaison peptidique; permet la 
formation d'un dipeptide avec 
deux amino-acides, tripeptide 
avec trois, polypeptide avec plus 
de quatre amino-acides. 

Une chaine de 2 a 10 acides 
amines est un oligopeptide 
(peptides contenant peu d'amino- 
acides). 

Des chaines de 10 a 100 acides 
amines: polypeptide. 

Les chaines encore plus longues 
sont designees comme des 
proteines (au-dela de 100) 

Deux ou plusieurs chaines 
polypeptidique peuvent etre 
reliees par des ponts disulfure. 



cnafne coivpeoiide 
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Nomenclature des peptides 

Par convention, le nom du peptide commence toujours par la 
gauche, c'est-a-dire par I'extremite N terminale, chaque acide 
amine etant affecte du suffixe -yl, sauf pour le dernier qui garde son 
nom complet, sans suffixe. 

L'adjectif peptidique se rapporte aux peptides et notamment les 
liaisons des acides amines qui les constituent. 

- Exp: le leucyl- glycyl- alanine. 



Extremite N - ter Libre 


Extremite C - ter Libre 



















Proprietes physiques des peptides 

* Les peptides sont d'autant plus solubles dans I'eau qu'ils sont 
plus petits et contiennent d'a vantage d'acide amine 
hydrophile. (Serine, acide aspartique ....) 

* - Ms sont dialysable 

* - Ms sont charges : ils contiennent un groupement NH3+ 
(aminoterminale) et un groupement COO- (C-terminal) et des 
groupements ionisables sur les chaines I ate rales des residus 
acides amines 

* - Ms se comportent comme un ion dipolaire et peuvent migrer 
dans un champ electrique. 

* - Ms absorbent la lumiere dans I'ultraviolet (A: 220 a 230 nm ou 
a 280 nm s'ils contiennent un acide amine aromatique 
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Proprietes chimiques : 

* Les peptides presenter^ les reactions chimiques de radicaux 
portes par les chaines I ate rales des residus d'acides amines 
(les fonctions alcool peuvent etre esterifiee par un phosphate 
ou un sulfate) 

* Si le peptide contient un residu de cysteine il peut former une 
liaison S-S : pont disulfure. 

* Le plus petit peptide donne la meme reaction que les acides 
amines avec la ninhydrine. 

* Le reactif de coloration biuret reagit avec les peptides 
contenant plus de 4 acides amines. 

* Hydrolyse de la liaison peptidique en presence d'HCI 
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Proprietes biologiques 

La plus part des peptides sont formes comme les proteines par le 
systeme de synthese proteique. 

Certains peptides de petite taille se forment par reaction directe 
entre acides amines grace a la peptidyltransferase 

Hydrolyse enzymatique des peptides se fait par les peptidases 
(digestives). 

Les rdles sont nombreux, mais on peut citer: 

- Les peptides hormonaux 

- Les peptides de structure 

- Les peptides antibiotiques 

* Tous les penicillines contiennent la D penicillamine qui est le 
derive du diethyle de la D- cysteine. 

* Beaucoup d'antibiotiques utilises en therapeutique sont des 

peptides synthetises en laboratoire. 76 


Peptides 


h 2 n— c h 2 — c h 2 — c 

o 


Dipeptide palanyl 

- Carnosine: (constituant du muscle) 

- (5 alanyl histidine 


N—CH-COOH 

I I 

H CH 2 

-NH 

> 

u -N 


Histidine 


Tripeptide 
- Glutathion: 


hooc-ch-ch 2 -ch 2 4co-nh 
nh 2 



- y glutamyl cysteinyl glycocolle 

- Liaison avec la fonction y carboxylique 


CH 

CH 2 

SH 














nh 2 

I 
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Peptides 


nh 2 

I 

CYS 


"YR 


"YR 

LE 

L 

PHE 

GLN 

1 

1 

GLN 

1 

ASN 
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i 

ASN 

1 

CYS 

( 

SYS — 

3 RO 


=>RO 

LEU 1 

ARG 

1 

GLY 

1 

1 

GLY 

1 

co-nh 2 

CO-NK 


vasopressine: 


Pont Disulfure 


AA Cter: glycinamide 
NH 2 -CH 2 -CO-NH 2 


Hormones hypothaliques: 9 AA 
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Peptides 



29 { THR 


ASN 


MET 


THR 


THR 


ALA 


Glucagon: 29 AA. Hormone pancreatique: Chaine monocatenaire. 



21AA 

nh 2 


30AA 

nh 2 
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SH 


COOH 


Insuline 
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COOH 
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Peptide C 
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LES PROTEINES 
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Plan 


Definition 

Caracteristiques des proteines 
Structure tridimensionnelle des proteines 

- Structure primaire 

- Structure secondaire 

* Helice a 

* Feuillet plisse (3 

* Coude 0 

- Structure tertiaire 

- Structure quaternaire 

Les differents types de liaisons ou forces impliquees dans la 
structuration des proteines 


Definition 


Les proteines sont une classe de molecules biologiques « de 
premiere importance » (du grec proteios ). 

Ce sont des macromolecules de type polymere composee 
d'une ou plusieurs chaTnes d'acides amines (chaines 
polypeptidiques).. 

Les proteines (ou les protides) sont des elements essentiels car 
elles ont des rdles tres varies au sein d'une cellule et au sein 
d'un organisme: 

- un role structurel (I'actine), 

- un rdle catalytique (les enzymes), 

- un role de regulation de ('expression des genes (les facteurs 

de transcription), etc. 83 


Caracteristiques des proteines 


Chaque proteine, presente dans les cellules, a une 
structure qui est determinee genetiquement et done, 
possede une taille predefinie (modifiee parfois apres 
traduction). 

Dans une cellule, chaque proteine joue un role particulier. 

Les proteines sont synthetisees et degradees en 
permanence dans les cellules. 


Caracteristiques des proteines 


Une proteine est 

- Monomerique = une seule chaTne peptidique 

- Multimerique = plusieurs chaines peptidiques. 

* Homomu timerique = plusieurs chaines peptidiques 
identiques 

* Heteromu timerique = plusieurs chaTnes peptidiques 
differentes. 

- Une holoproteine quand elle ne fournit que des acides amines 
apres hydrolyse. 

- Une heteroproteine quand elle fournit des acides amines et 
d'autres molecules differentes, apres hydrolyse. 

* La partie proteique: apoproteine 

* La partie non proteique: groupement prosthetiques 


Caracteristiques des proteines 


Les proteines peuvent etre classees selon leur forme globale. 

- Les proteines globulaires: myoglobine 

- Les proteines fibreuses : fonctions structurales ou 
protectrices (keratine, collagene...) 

Les proteines peuvent etre covalement liees a d'autres 
molecules: 

- aun lipide; on parle de lipoproteine, 

- aun glucide; on parle de glycoproteine 

- si c'est a un metal; on parle de metalloproteine 86 


Structure tridimensionnelle des proteines 


* Les proteines different les unes des autres parce 
qu'elles ont un nombre distinct et une sequence 
distincte de residus d'acides amines. 

* Une sequence donnee d'acides amines s'enroule 
en une structure tridimensionnelle unique et 
complexe designe sous le terme de conformation; 

* Cette conformation est realise grace a 
I'etablissement de liaisons faibles. 
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Structure tridimensionnelle des proteines 

* Cette conformation est classee par ordre de complexity 
croissante en structure primaire, secondaire, tertiaire 
et quaternaire. 

* La structure tridimensionnelle des proteines renseigne 
sur le role qu'elles jouent dans la vie de la cellule 

(relation structure-activite). 

Primaire SeCOndaire Tertiaire Quaternaire 

Mei-Glu-Gy-Afi-CfS- 
Trp-Tyr-TYp-Lfiu-HiS- 
Cys-AJi-ASp-Phe-_ 
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Structure tridimensionnelle des proteines 


La structure primaire est la structure chimique 
(covalente): quels acides amines et dans quel ordre. 

La structure secondaire correspond aux structures 
spatiales regulieres (helices a, feuillets (3 etc...). 

La structure tertiaire concerne I'arrangement dans 
I'espace de ces structures secondaires, c'est a dire la 
position dans I'espace de chaque atome. 

La structure quaternaire est une association de structures 
tertiaires : certaines proteines existent sous forme de 
complexes comportant alors plusieurs sous-unites 
(exemple: I'hemoglobine). 


Structure tridimensionnelle des proteines 


structure primaire (1) ou sequence ; 
choine polypeptidique ou enchamement 
des acides amines 


3 10 


vv 


FGDKTF 
FXDKTFX 
LKGKRCL 


QG 
XQG 
VSG 


FEN V 
FEN V 

aInv 


structure secondaire (II) : 
helices alpha - feuillets beta 
coudes, region non "structurees" 



structure tertiaire (III) : 
REPLIEMENT des proteines ("protein folding") 
dans I 1 UNIQUE structure NATIVE 
done FONCTIONNELLE 


structure quaternaire (IV) : 
assemblage de plusieurs sous-unites 
(chames polypeptidiques repliees) 
identiques ou non 


; ; m * 


“.V., .(*, P .‘“■i'- 
























Structure primaire 


* Decrit la sequence ou I'ordre d'enchainement des acides amines qui 
constituent la proteine. 

* Cette sequence est fixee et traduit ('information contenue dans le 
gene qui code cette proteine. 

* Les AA sont numerates en allant du N-terminal vers le C-terminal. 

* La structure primaire s'ecrit en utilisant le code a 1 lettre ou le code 
a 3 lettres. 

* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

MVHLT PEEKSAVTAL... 

* Met Val His Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ser Ala Val Thr Ala Leu ... 

N-term C-term 
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Structure primaire 


methionine (Met) 

H H o 
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leucine (Leu) 
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OH 
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tyrosine (Tyr) 

H 2 0 


OH 


H H O 


CH 2 side chains 
H H O 


CH 2 
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or N-terminus 
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Structure secondaire: 


* l er stade de ('organisation dans I'espace d'une chaTne 
peptidique. 

* line chaine d'AA possede au niveau des liaisons 
peptidique de nombreux groupements -CO- et -NH- 
ceux-ci peuvent etablir en eux dans I'espace des 
liaisons hydrogene et former une structure secondaire. 

* Les structures secondaires (stables) les plus frequentes 
sont I'helice a, le feuillet plisse P et les coudes p. 
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L'helice a 



amino agid 
side chain 


en 
bond 

rogen 


nitrogen 



0.54 nm 


carbon 

nitrogen 


















L'helice a 

La chame principale s'enroule en spirale, vers la droite. 

Structure stabilisee par des liaisons hydrogenes 
(intramoleculaires) entre les residus n et n+4. 

L'helice a s'eleve de 0,54nm a chaque tour. 

Elle compte 3,6 residus par tour.. 

Les plans des liaisons peptidiques sont paralleles a I'axe 
de l'helice. 

Les chames laterales R et liaisons C-H pointent vers 
I'exterieur. 


L'helice a 


(Helice etalee) 

pont hydrogene 



pont hydrogene 









L'helice a 

La keratine de nos cheveux est une proteine 
en helice a qui forme une fibre allongee. 



Helice a 



Feuillet plisse P 




H-bond 

hydrogen 
carbon 


amino acid 
side chain 











Feuillet plisse P 

La chaine peptidique se trouve sous forme en zigzag. 

La chame principale est etiree et deux segments de la 
proteine se placent cote a cote, unis par des liaisons 
hydrogenes entre les groupements C=0 et NH. 

Si les segments sont orientes dans le meme sens, on parle 
de feuillets paralleles. 

Si les segments sont orientes dans le sens contraire, on 
parle de feuillets antiparalleles. 

Les chames laterales, R, se dressent au sommet des 
aretes. 


Feuillet plisse (3 




Feuillet beta parallele 










Feuillet plisse P 

La fibroine est une proteine secretee par le 
ver a soie qui donnera le fil de soie. Cette 
proteine est constitute essentiellement de 
feuillets plisses B. 




Le coude (3 




Pont Hydrogene 



Le coude ou tour P est un coude serre impliquant 4 residus et qui 
permet a la chaine de changer de direction. 


La chame principale de la proteine fait un tour en U; retrouve 
souvent a la jonction de deux segments de la chame formant un 
feuillet P antiparallele. 


Ces coudes contiennent en general une glycine ou une proline. 


Structure tertiaire 


La structure tertiaire consiste en une organisation des 
structures secondaires entre elles. 

Cela implique I'apparition de liaisons hydrogene, ioniques, 
de forces hydrophobes et parfois de ponts disulfure. 

La structure tertiaire correspond a la structure 
tridimensionnelle de la proteine. 

Une structure tertiaire n'est pas une structure figee : elle 
peut se modifier (se tordre, se deformer) sous I'effet de la 
fixation d'une molecule (ligand) ou sous I'effet de la 
variation d'un parametre physico-chimique (pH, 
temperature). 


Structure tertiaire 


* line proteine soluble (qui sera au contact de I'eau) 
va se replier de fagon a ce que les residus les plus 
polaires soient au contact du solvant. 

* Les residus apolaires, eux, seront au coeur de la 
proteine de fa^on a ne pas interagir avec I'eau. 

* line proteine hydrophobe (qui sera inseree dans des 
lipides) va se replier de fa$on a ce que les residus les 
plus hydrophobes soient au contact des lipides qui 
I'entourent. 

* Les residus polaires, eux, seront au coeur de la 
proteine de fa^on a ne pas interagir avec ces lipides. 
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Liaisons hydrophobes 


polar nonpolar 

side chains side chains 



unfolded polypeptide 



hydrophobic 
core region 
contains 
nonpolar 
side chains 


polar side chains 
on the outside 
of the molecule 
can form hydrogen 
bonds to water 


folded conformation 
in aqueous environment 


Exemple de structure tertiaire 


Myoglobine 


<1 

> y* 


Y> 

> 

> 

V 

\ 

j 


Carboxypeptidase 






Structure quaternaire: 


C'est I'association de plusieurs chatnes peptidiques pour 
donner un complexe stable et actif. 

Plusieurs sous-unites tridimensionnelles (structures 
tertiaires) s'assemblent pour former des unites 
fonctionnelles beaucoup plus grandes (enzymes, 
ribosomes et des fibres proteiques). 

Les chatnes qui constituent ce complexe sont des 
protomeres ou sous-unites, chacune ayant une structure 
tertiaire definie. 

L'association des differentes chatnes se fait via des liaisons 
faibles et parfois aussi via des ponts disulfures. 


Structure quaternaire: 


Exemple: L'hemoglobine 

Un transporteur d'oxygene, 

Possede une structure 
quaternaire, 

Formee de quatre sous- 
unites (2 et 2). 



chame f> 


Fer 

chaTnea 


heme 


chaine p 


polypeptide en 
forme d’helice 


chaine a 



Les differents types de liaisons ou forces 
impliquees dans la structuration des 

proteines 


Structure primaire: liaisons peptidiques (covalentes), 
les ponts disulfure 



Structures II, III et IV aires : liaisons faibles 


eventuellement covalentes 

- Les liaisons hydrogene, ^ 

- Les liaisons ioniques, 

- Les forces hydrophobes 

- Les ponts disulfure 


Les liaisons hydrogene 


Line liaison hydrogene se forme lorsqu'un atome 
d'hydrogene deja lie par covalence a un autre atome 
electronegatif subit ('attraction d'un autre atome 
electronegatif. 

Dans les cellules, les atomes electronegatifs qui participent 
a des liaisons hydrogene sont le plus souvent I'oxygene et 

I'aZOte. LIAISONS HYDROGENE 


I NT ERIUiOL ECU LAI RES 


Les liaisons hydrogene sont environ 
vingt fois plus faibles que les liaisons 
covalentes. 

Les liaisons faibles permettent de 
brefs contacts entre les molecules; les 
molecules s'associent, reagissent 
I'une a I'autre, puis se separent. 



v nh 2 _ O'*' 


LIAISON HYDROGENE 
INTRAMOLECULAIRE 



11 


O 



Les liaisons hydrogene 



hydrogen bond between hydrogen bond between hydrogen bond between 

atoms of two peptide atoms of a peptide two amino acid side 

bonds bond and an amino chains 

acid side chain 





Liaison ionique 

Un atome cede un ou plusieurs electrons pour former un ion 
charge positivement (cation). Un autre atome capte ces 
electrons pour former un ion charge negativement (anion). 


Les cations et les anions 
s'attirentl'un I'autredans une 
liaison ionique (En raison de 
leurs charges opposees). 

Par exemple, le chlorure de 
sodium (NaCI) ou sel de 
cuisine. 




Ilya donetransfertd'electronsentre lesatomes. (oxydation 
: I'atome perd des electrons et reduction : I'atome gagne des 

electrons). Transfert (Tun electron 


Liaison ionique 




Forces hydrophobes 


Comme les molecules 
non polaires ne 
peuvent pas reagir 
avec I'eau. 

Elies tendent a creer 
entre elles des 
liaisons de type 
interactions 
hydrophobes 


HYDROPHOBIC FORCES 



Les ponts disulfures 


cysteine 

/ I 

CH9 

y i 

SH 


C —- 

T 

ch 2 

i 

SH 


SH 

I 

ch 2 

I 


oxidants 


red octants 


SI I 

I 

CH 2 


*c — 

B 1 

CM 7 
I 

S 

I — 

s 

I 

CH7 

J 



interchain 

disulfide 

bond 


intrachain 

disulfide 

bond 





Les differents types de liaisons ou forces 
impliquees dans la structuration des 

proteines 




























































Plan 


Quelques differences entre les differentes formes des proteines. 
Exemples de proteines fibreuses 

- Collagene 

- Keratine 

Techniques d'etude des structures des proteines 
Proprietes physico-chimiques des proteines 

- Masses molaires 

- Caractere amphotere 

- Solubilite 

* En fonction de la force ionique 

* En fonction du pH 

- Stabilite thermique des proteines 

- Autres proprietes 


Quelques differences entre les 
differentes formes des proteines 


Proteines fibreuses 

Proteines globulaires 

Forme allongee et mince 

Forme spherique et compacte 

Insolubles dans la cellules 

Solubles dans 1c cytoplasme ou dans la phase 
lipidique des membranes cellulaires 

Fonction mecanique et structurale 

Agents principaux de 1‘activite biologiquc de 
la cellule 

- a-kcratines 

- fibroi'ne 

- collage ne 

- elastine 

- enzymes (catalyscur cellulaires) 

- transporters d'oxygene ou de lipides(sang) 

- hormones 

- recepteurs integres a la membrane et 

mediateurs d'effets hormonaux 

- immunoglobulines (anticorps) 

- etc 




















EXEMPLES DE PROTEINES 
FIBREUSES 


|l: ChaTne oc | 



^Z^Proconagen^ 



1 3: Tropocollagene 




|4: FibriUel 



640 A 


| 5: Fibre! 













Collagene 


Proteine extracellulaire 
insolubles tres resistantes. 

3 types: I (90%), II, III. 

Retrouve partout dans 
I'organisme dans I'os, le 
cartilage, les tendons, les 
ligaments, les vaisseaux, etc. 

Structure en triple helice a 

1/3 des residus d'AA= glycine 
(Gly-X-Y). 

Presence d'hydroxyproline et 
d hydroxylysine. 

Contient des sucres (glucose, 

galactose). 



















La keratine 



Proteine insoluble dans I'eau; 
retrouvee dans la peau. 

Cheveux : constitute de 14 % de 
cysteine (ponts disulfures) = rigidite. 

2 types: 

La keratine a: formee d'helice a = 
mammiferes (cheveux et ongles). 

La keratine | 3 : formee de feuillet p 
plisses antiparalleles =oiseaux 
(plumes) 

Lors de la coiffure (permanente), il y 
cassure des ponts disulfure et 
reassemblement. 















Techniques d'etude des structures des 

proteines 


Les methodes les plus importantes pour la determination 
des 4 types de structures des proteines sont: 


Structure 

Methode 

Primaire 

Sequengage 

Secondaire 

Dichroisme circulaire, RMN, 

Diffraction 

Tertiaire 

RMN, Diffraction des Rayons X 

Quaternaire 

Resonnance Magnetique Nucleaire, 
Diffraction 








PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES 
DES PROTEINES 


Masses mo la ires 


La masse moleculaire s'echelonne de lOKDa a plusieurs millions. 

La masse moleculaire d'une proteine est souvent utilisee comme 
element caracteristique servant a la definition ou a la nommer: 

- ex : P47 c'est une proteine de 47KDa 


Proteine 

Masse moleculaire (dalton) 

Cytochrome c 

12300 

Myoglobine 

17200 

Anhydrase carbonique 

30000 

Ovalbumine 

42700 

Albumine 

66250 

Ovotransferrine 

76-78000 


1 












Caractere amphotere des 


coo° 
© 1 

H 3 N—C — H 

1 

T 2 

CH, 

1 © 
coo'-' 

Glutamate [E] 
(Glu) 

proteines 

Caractere amphotere (comme 

AA), avec un degre de complexite 
plus eleve en raison du plus grand 
nombre de charge mis en jeu. 

coo° 
© 1 

HjN — C — H 

1 

CH 

h 3 c \h 3 

Valine [V] 
(Val) 


© 


© 

h 3 n- 


coo 
I 

C — H 

I 

ch 2 

I 

ch 2 

ch 2 

NH 

I 


/ C V$> 

h 2 n nh 2 

Arginine [R] 
(Arg) 


Ac. Glutamique Glycine 
Arginine Histidine 


Valine 


Arginine 

Lysine 

(Histidine) 


Glutamique 

Aspartique 



charge 3+ 
charge + 
charge 0 



Proteine neutre 
(pHi) 



Proteine basique 
positive 



Histidine: pouvoir tampon a pH neutre avec pHi = 
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La solubilite 

* La solubilite d'un compose est la quantite maximale du 
compose qui peut se dissoudre dans un litre de solvant 
considere. 

* La solubilite des proteines depend de certains parametres : 

* - Influence de la concentration en electrolytes de la solution. 

* - Influence du PH. 

* - Influence des solvants organiques: les alcools methyliques, 
I'acetone precipitent les proteines. 
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Evolution de la solubilite en fonction 

de la force ionique 



Importance de la determination de la force ionique optimum 







Evolution de la solubilite en fonction du 

pH 



La solubilite est minimum au pH isoelectrique (valeur de pH 
pour laquelle la somme des charges positives et negatives 
est egale a 0). 

La solubilite augmente avec la force ionique 




Stabilite thermique des proteines 


* Froid ou chaleur provoquent la denaturation des proteines. 

* Denaturation: modification de la structure tridimensionnelle 
sans modification de la structure primaire. 

* Perte d'activite biologique, modification des proprietes 
physico-chimiques. 





Autres proprieties des proteines 


Visible: les holoproteines sont incolores 

Absorption de la lumiere en UV: 

- Absorption a 200 nm (liaison peptidique 

- AA aromatiques (absorption a 280 nm) 

Coloration par fixation des colorants: Reactif de Biuret Albumine 

- Les proteines fixent des colorants (Rouge Ponceau, noir d'amide. 
Bleu de coomasie...) 

Coloration par reaction: permet le dosage des proteines 

- Reaction du biuret. 

- Lowry. 





Determination de la structure primaire 

des proteines 

I- Strategic generate 

II- Techniques de separation et de purification 

III- Fragmentation 

- 1- Determination de la composition en AA (analyse) 

- 2- Coupures chimiques : CNBr, NBS 

- 3- Coupures enzymatiques 

IV- Sequence 

- 1- Determination du C-terminal 

- 2- Determination du N-terminal 

- 3- Degradation d'Edman 

V- Etablissement de I'ordre dans lequel les AA sont lies. 


Strategie generate 



La determination de la sequence complete en AA d'une 
proteine et I'ordre de ces AA passe par les etapes 
suivantes: 

Extra ire, separer et purifier la proteine. 

Rompre les ponts disulfures (sous unites), fragmenter la 
proteine, et hydrolyser la proteine (analyse = composition en Aa). 

Sequengage de la proteine et identification des Aa aux extremites Ct 
et Nt. 























Les techniques de purification 


Les diverses techniques pourseparer les 
polypeptides se base sur sa taille, sa solubilite dans 
un solvant particular, sa charge ou son aptitude a se 
lier a un support. _ 


Para metre 

Densite 

Solubilite 

Taille 

Charge 


Technique 

Ultracentrifugation 

Precipitation au sulfate d'ammonium 

Filtration sur gel 

Chromatographie d'echange d'ions, 
electrophorese, isofocalisation. 

Chromatographie d'affinite 


Affinite 









U Itracentrif ugation 


Melange de protein es 
de masses differentes 




) 


Force 

centrifuge 


Gradient de 
saccharose 


Procede de separation 
des composes d'un 
melange en fonction 


Centrifuger 


W 



Les molecules 
sedimentent selon 
'' leur masse. 



La centrifugeuse est 
arretee quand la 
separation est 
suffisante 


de leur difference de 
densite en les 
soumettanta une force 
centrifuge. 

L'appareil utilise est 
une machine tournante 
a grande vitesse 

armaloo ronfrifnnoiico 
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Chromatographie d'exclusion 
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Ou chromatographie gel 
filtration: la separation 
est basee sur la taille 
des proteines. 



* Le gel est compose de billes trouees avec des trous de 
differents diametres; les petites molecules penetrent dans 
les trous et sortent tardivement et les grandes sortent les 
premieres. 














Chromatographie d'affinite 


Glucose-binding 
protein attaches 
to glucose 
residues (G) on 
beads 



Addition of 
glucose (G) 


Glucose-binding 
proteins are 
released on 
addition of 
glucose 



Necessite la 
reconnaissance de la 
proteine par un ligand 
porte par la phase solide 

Methode plus efficace que 
la chromatographie par 
echange d'ions ou la 
chromatographie par gel 
filtration. 

Condition: il faut avoir un 
ligand pour la proteine 
recherchee. 






Electrophorese en gel de polyacrylamide (PAGE) avec SDS 


Partially 

separated 

proteins 



Stain to visualize 
separated bands 




p r 




qS of o? 


d 2 

N 

f 

£> 


! 

V 


* * * * 




* La separation dans le PAGE 
avec SDS est fonction de la 
masse molaire car toutes les 
molecules sont chargees de 
la meme fagon. 


















High pH 


Low pH 
+ 


Focalisation isoelectriqu 


High pH 


An ampholyte 
solution is 
incorporated 
into a gel. 


pH 9 


X 

cu 

he 

a 

• P* 

CO 

cQ 

p 

u 

8 

a 


pH 3 


D\ 


© 


© 


Low pH 
+ 


A stable pH gradient 
is established in the 
gel after application 
of an electric field. 



© 


Protein solution is 
added and electric 
field is reapplied. 



W 


© 


© 


After staining, proteins 
are shown to be 
distributed along pH 
gradient according to 
their pi values. 






















Determination de la composition en 

acides amines 

Definition: c'est ('identification des acides amines 
constitutifs d'une proteine ou d'un peptide 

Cette etape comporte: 

La rupture de la sequence peptidique par hydrolyse des 
liaisons peptidiques. 

- Hydrolyse chimique des liaisons peptidiques 

- Hydrolyse enzymatique 

L'analyse qualitative et quantitative des acides amines du 
melange obtenu apres hydrolyse. 


Hydrolyse chimique des liaisons 

peptidiques 

Hydrolyse totale acide 

- Par HCI a 6 Mol/L, a chaud (110°C), pendant 24 h environ. 

- Inconvenients : detruit le Tryptophane et transforme la 
Glutamine en Glutamate et I'Asparagine en Aspartate. 

- Methode la plus utilisee, mais, necessite d'autres methodes 
pour completer les resultats de I'analyse. 

Hydrolyse totale alcaline 

- Par NaOH a 4 Mol/L a chaud (110°C) pendant 4 a 8 heures 
environ. 

- Inconvenients: detruit la Serine, I'Arginine, la Threonine et 
la Cysteine, 

- Utilisation limite a la determination de la teneur en 
Tryptophane. 


Hydrolyse enzymatique 


Proteolyse totale. 

Pronase= melange de proteases extrait de 
Streptomyces griseus. 

Interet: Determination de la teneur en Asparagine, 
Glutamine et en Tryptophane d'un peptide, acides 
amines (detruits par les methodes chimiques plus 
severes). 

Inconvenient : risque de contamination par 
I'autodegradation des enzymes proteolytiques. 


Analyse qualitative et quantitative des acide 
amines du melange obtenu apres hydrolyse 


Comporte une separation des acides amines par 
chromatographie sur resines echangeuses d'ions, suivie 
du dosage de chaque acide amine par la reaction 
coloree a la ninhydrine. 

Ceci donne la composition qualitative et quantitative 
du peptide (Identification des acides amines et de leur 
nombre). 


Rupture des ponts disulfures 


-NH — CH —— C — 

! 

CH 2 
I 2 
S 
I 

s 

I 

CH, O 
I 2 II 

-NH—CH — C — 


Cystine 


+ 2 HSCH 2 CH z OH 


2-me rc ap t oeth a n.oI 


^ r 


O 

II 

-NH—CH — C — 

1 

ch 2 
I 2 
SH 


+ 

SH 


CH, O 

! 2 II 

*-NH —CH — C — 


SCH 2 CHoOH 

+ 

SCH 2 CH 2 OH 


Permet la separation 
des chaines 

polypeptidiques si elles 
sont liees par des ponts 
disulfure 

Empeche la 
conformation native 
qui pourrait resister a 
I'action des agents 
proteolytiques 




Coupure intra-chaine chimique 


Solution 

Lieu de coupure 

Bromure de cy a nogene (BrCN) 

C-terminal des 
methionines 

/V-bromosuccinimide (NBS) 

Apres Tyr et Trp 

Hydroxylamine (NH20H) 

Liaisons Asparagine- 
Glycine 







Coupure enzymatique intrachaine 

Endopeptidases 


Enzyme 

Lieu de coupure 

Pepsine 

Avant le N des AA aromatique: Phe, Trp, 
Tyr 

Asp N protease 

Avant le N de Asp, cysteine, parfois Glu 

Trypsine 

Apres le C des AA basiques: Lys-Arg 

Chymotrypsine 

Apres le C des A.A. aromatiques: Phe, 

Tyr, Trp 

Endoprotease V8 

Apres le C de Glu, parfois de Asp 









Coupure enzymatique des extremite C et N-Ter 

Exopeptidases 



Extremite 

attaquee 

specificite 

Carboxypeptidase A 

C-ter 

Arg, Lys, Pro 

Carboxypeptidase B 

C-ter 

Arg, Lys 

Carboxypeptidase C 

C-ter 

Tous 

Carboxypeptidase Y 

C-ter 

Tous sauf la gly 

Leucine amino peptidase 

N-ter 

Pro 

Aminopeptidase 

N-ter 

Tous 











Determination du C-terminal par 
methode chimique 


Hydrazinolyse: H N- 
NH 2 


O 


H-jN—CH~C — 


^ O 
I II 
-NH—CH—C 

Polypeptide 


R„ 

NH—CH—COO 


L'hydrazine a 100°C 
attaque toutes les 
liaisons peptidiques 
et donne des derives 
hydrazide d'acide sauf 
pour I'acide amine C- 
terminal qui reste 
normal. 


NH* — NH 2 


Hydrazine 


Resine fehangeuse d'ions 
I acide (catalyseur) 


R, O 

+ I II 

H,N—CH — C NH—NH, -i 


R, i 9 


H a N-CH- 


C —NH — NH., J 


Ami noacyl 
hydrazides 


H 3 N—CH—COO- 


Acide amine libre 



Determination du N-terminal par 
methode chimique 

* Methode de Sanger (FDNB) 

* Methode de dansylation 

9 Methode recurrente d'Edman 


Methode recurrente d'Edman = 


analyse sequentielle. 

f 'l N_c ~ s “ Cela permet le 

sequengage de peptides 

phenyl isothiocyanate (PITC) COnstitueS de 40 a 60 

residus d'AA. 

La detection des PTH-AA 
se fait par HPLC 

► First M _ 

round • 


©- 2 -000 
t>0- 2 -0-0-0 


Labeling 


t >0 2 - 0 - 0-0 

t>- 2 -0-0 0 
[>- 2 0 - 0-0 


Release 


v 


Labeling 


Release 




Second 

round 


j 


0.06 

E 


< 3 - 

m 

fN 


0.04 




8 12 16 
Elution time (minutes) 


4 


20 






































Absorbance Absorbance Absorbance 


Methode recurrente d'Edman = analyse sequentielle. 


- 

PTH 

\ 

-Ala l er cycle 



0 5 10 15 20 25 

Temps de retention (min) 







N-term 



-G-A-F-V... 





































Determination de la sequence en AA 

C'est I'etablissement de I'ordre dans lequel les AA sont lies. 

Les fragments proteolytiques sont separes par I'HPLC et 
sequencer ainsi Tun a pres I'autre par la methode d'Edman 
a pres identification des extremites C et N terminales. 

La sequence du polypeptide original est obtenue en 
comparant les sequences en AA d'une serie de fragments 
peptidiques avec cedes d'une deuxieme serie dont les sites 
d'hydrolyse recouvrent ceux de la premiere serie: 


CNBr 

fragments 




CNBr 

\ 

Phe—Trp- Met-|Gly —Ala- 


CNBr 

\ 

|Leu-Pro -HetflAsp - G ly - Ikri^Cys -AI a- GI n 

t t 


Trypsin 


Trypsin 


Trypsin 

fragments 


< 


► 


► M: 









Exemple 


* Peptides de 14 AA. 

* En N terminal Tyrosine Y 

* En C terminal = Lysine K 

* Apres hydrolyse acide complete, les AA suivants ont ete retrouves: 

• D;A; G; I; R; K; Y; Q; M; F; 

* En utilise le CNBr qui hydrolyse specifiquement apres Met (M - X) 
et analyse sequentielle d'Edman: on obtient 

• D-I-K-Q-M;K;K-F-A-M;Y-R-G-M 

* En utilise la trypsine qui hydrolyse les liaisons peptidiques apres des 
residus charges positivement (K, R) et analyse sequentielle 
d'Edman. 

- Q-M-K;G-M-D-I-K;F-A-M-K;Y-R 


h 3 n 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

------------- -COO 


Le CNBr hydrolyse specifiquement a pres Met (M - X) 

D-l-K-Q-M 

K 

K-F-A-M 

Y-R-G-M 




1 2 3 4 5 6 7 


h 3 n 


D-l-K 


Y-R-G-M 


8 9 10 11 12 13 14 


_-coo 

K 


K-F-A-M 


Q-M 




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

H 3 N CO 0 

La trypsine hydrolyse les liaisons peptidiques apres des 
residus charges positivement (K, R) 

Q-M-K 

G-M-D-l-K 

F-A-M-K 

Y-R 




1 2 3 4 5 6 7 


h 3 n 


G-M-D-l-K 


Y-R 


8 9 10 11 12 13 14 


COO 


F-A-M-K 


Q-M-K 




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 


H 3 N -_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-COO 

K 

F-A-M-K 

K-F-A-M 

Q-M-K 

D-l-K-Q-M 

G-M-D-l-K 

Y-R-G-M 

Y-R 


Sequence peptidique: 

Y-R-G-M-D-l-K-Q-M-K-F-A-M-K 




Tableau general des structures des acides amines 


© 

H,N — 


COO° 

I 

C —H 

I 

H 


Glycine [G] 
(Gly) 

C00 G 

© I 

H,N—C —H 

/ \ 

H 2 C n y CH 2 
CH 2 

Praline [P] 

(Pro) 


coo° 

coo° 

coo° 

coo° 

© 1 

H 3 N — C — H 

* 1 

© 1 

H jN — C — H 

© 1 

H 3 N — C — H 

© 1 

H 3 N — C —H 

ch 3 

1 

CH 

/ \ 

h 3 c ch 3 

ch 2 

1 

CH 

h 3 c x n ch 3 

H 3 C — C — H 

i 

ch 2 

1 

ch 3 

Alanine [A] 

Valine [V] 

Leucine [ L] 

Isoleucine [1] 

(Ala) 

(Val) 

(Leu) 

(Iso) 

COO 0 

© 1 

H 3 N—C — H 

1 

COO 0 
© 1 

H,N— C —H 

1 

coo® 

© 1 

H,N—C —H 

1 

coo 0 
© 1 

H 3 N— C — H 

1 

ch 2 

ch 2 

1 

1 

ch 2 

1 

ch 2 

ch 2 

1 

s 

6 

$ 

\ ^—N 

H 

CHj 


OH 


Methionine [M] 

Phenylalanine [F] 

Tyrosine [Y] 

Tryptophane[W] 

(Met) 

(Phe) 

(Tyr) 

(Trp) 









Tableau general des structures des acides amines 


coo° 

coo° 

coo° 

coo° 

coo° 
© 1 

© 

© 1 

© 1 

© 1 

H 3 N— C — H 

H 3 N— C — H 

1 

ch 2 

OH 

H 3 N—c — H 

i 

H 3 N — C — H 

f 2 

/ C % 

H 3 N—C — H 

ch 2 

1 

CH, 

h 2 n o 

Glutamine [Q] 
(Gin) 

1 

ch 2 

I A 

H — C — OH 

l 

1 

SH 

1 

ch 3 

Cysteine [C] 
(Cys) 

Serine [S] 

(Ser) 

Threonine [T] 
(Thr) 

h 2 n o 

Asparagine [N] 
(Asn) 


© 


© 


coo 
I 

H 3 N—C — H 

I 

ch 2 

I 

coo 


© 


Aspartate [D] 
(Asp) 


© 


e 


© 


COO 

I 

H 3 N— C — H 

I 

ch 2 

I 

ch 2 

COO 


© 

h 3 n- 


hn 


coo 
I 

C — H 

I 

CH 2 

© 

NH 

-J 



© 


Glutamate [E] 
(Glu) 


Histidine [HJ 
(His) 


coo° 
© I 

H 3 N— C — H 

I 

CH 2 

I 

C!H 2 

c H2 

ch 2 

©nh 3 


Lysine [K] 
(Lys) 


coo° 
© I 

H 3 N — C — H 

I 

ch 2 

1 

ch 2 

1 

ch 2 

NH 

I 

h 2 n nh 2 

Arginine [R] 
(Arg) 




